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Abstrakt 
 Předložená teoretická a praktická studie byla zaměřena na problematiku jedné skupiny 
léčiv, tj. hormonů. V prezentované studii byly podrobně charakterizovány hormony jako 
léčiva, případně jako léčebné prostředky a rovněž způsob jejich působení na lidský 
organismus. Další podstatná část této studie byla zaměřena na zhodnocení výskytu estrogenů 
v životním prostředí a na jejich možný vliv na vodní ekosystém, zejména na odpadní vodu. 
V poslední části byla podrobně zpracována analytická problematika stanovení hormonů, kde 
byly uvedeny preanalytické i analytické postupy, tj. metody izolace hormonů z odpadní vody 
a rovněž metody jejich finálního stanovení, které byly převážně založeny na separačních 
postupech.  
 
Abstract  
 The presented theoretical and practical study was focused on a single unit of drugs – 
hormones. In the present study were characterized in detail hormones as drugs or medical 
ressource and their mode of  effect on the human body. Another important part of this study 
was focused on the evaluate of the incidence of estrogens in the environment and their 
possible impact on the aquatic ecosystem, mainly for waste water. The last part of study was 
processed analytical problems of determination of hormones. There were introduced  
pre-analytical and analytical methods – methods of isolation of hormones  from the waste 
water and methods of thein final determination, which were based mainly on the separation 
processes. 
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1 Úvod 
 Přítomnost hormonálních látek ve vodním ekosystému představuje velmi závažný problém, 
protože v případě, že se tato léčiva dostanou do řek, rybníků a přehradních nádrží, mohou 
v nich negativně ovlivňovat životní funkce organismů ve vodách žijících. Hormony jsou 
přirozenou součástí organismů a způsobují to, že díky nim je organismus schopen plnit své 
normální funkce. Hormony jsou vylučovány z  těla živých organismů nejčastěji močí, avšak 
bylo již také prokázáno, že některá zvířata vylučují hormony především stolicí. Moč a stolice 
se prostřednictvím kanalizační sítě měst a obcí dostávají spolu s odpadní vodou do čistíren 
odpadních vod (ČOV), odkud mohou být odstraněny vhodnou technologií čištění. K tomu 
však pravděpodobně dochází pouze v  malém měřítku, protože přítomnost hormonů 
v odpadních vodách představuje v současnosti závažný problém.    
 Ve vodním prostředí jsou převážně obsaženy estrogeny, což jsou ženské pohlavní 
hormony. U žen se tvoří estrogeny ve větším množství než u mužů. Ženy vylučují větší 
množství estrogenů zejména v období těhotenství, případně v  určité fázi menstruačního 
cyklu. Velkým problémem je však také užívání hormonální antikoncepce, kterou v dnešní 
době používá stále více žen, a to nejčastěji ženy ve věku od 15 do 45 let. Estrogeny se kromě 
toho rovněž aplikují jako účinné látky i do jiných léčebných prostředků, než je jenom 
hormonální antikoncepce.  
 Do odpadních vod se estrogeny mohou dostávat také metabolickými cestami. Na čistírnách 
odpadních vod (ČOV), a to v biologickém stupni čištění, působí na hormony mikroorganismy 
(bakterie), které jsou součástí technologie používané v ČOV. Již bylo prokázáno, že bakterie 
nejsou schopny estrogeny z odpadní vody zcela odstranit. Ty se následně, a to v menší míře, 
dostávají do recipientu. V rámci procesu čištění odpadních vod se jako recipient označuje 
vodní útvar, který slouží k dočištění odpadních vod. Využívá se přitom samočisticí schopnosti 
recipientu, která spočívá ve schopnosti recipientu zbavit se přirozenými procesy znečistění. 
Z recipientu je potom vyčištěná voda vypouštěna do řeky.  
 V literatuře již byly publikovány výsledky různých studií, které upozornily na to, že 
pravděpodobně vlivem zvýšené koncentrace estrogenů ve vodách dochází k feminizaci samců 
ryb a obojživelníků. Tento problém může být osudný pro populace těchto živočichů a lze 
předpokládat, že v širším měřítku může mít toto zjištění dopad i na ostatní živočichy, včetně 
člověka. 
    Proto je nezbytné sledovat hormonální látky ve složkách životního prostředí a zjišťovat, jak 
na ně působí. Výstupy z těchto prováděných studií by měly být návrhy, jak účinně 
odstraňovat syntetické estrogeny z odpadních vod. 
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2 Hormony 
 Hormony jsou látky chemické povahy patřící do skupiny léčiv. Vyznačují se silným 
fyziologickým účinkem. Produkovány jsou endokrinními žlázami, tj. žlázami s vnitřní 
sekrecí. Název hormony pochází z latinského slova horman, což znamená pohánět nebo 
vyvolávat činnost. Pojem hormony byl zaveden již v roce 1905 W. M. Baylissem a E. H. 
Starlingem. Hormony jsou prostřednictvím žláz s  vnitřní sekrecí vylučovány do krevního 
oběhu organismů, kde mohou ovlivňovat tkáně a funkce organismu, například metabolismus, 
růst, psychický vývoj, rozmnožování, homeostázu a také vztah organismu k okolnímu 
prostředí. Hormony jsou pomocí krve přímo transportovány k cílovým orgánům, protože jsou 
schopny ovlivňovat pouze takové buňky, které obsahují specifické receptory [1,2,3,13]. 
 Na cílové orgány mohou hormony působit buď přímo, případně ovlivněním syntézy 
a vyloučením sekundárního hormonu. Sekundární hormon může následně působit na cílový 
orgán, popřípadě i na tkáň.  
 Z pohledu moderní farmacie lze za hormony označovat i uměle syntetizované látky, které 
mají stejný nebo podobný účinek jako hormony vylučované z  endokrinního systému 
organismů [3]. 
 Hormony se mohou používat nejen k léčbě různých endokrinních onemocnění, ale mají 
rovněž i další farmakologické účinky. Hormonální léčbu je možno aplikovat pro čtyři 
základní indikace: 
1. Substituční léky – inzulin; 
2. Léky upravující endokrinní a metabolické zvláštnosti;  
3. Léky upravující poruchy organismů, které nejsou přímo spojeny s endokrinním systémem,   
     tj. imunosupresivní nebo protinádorové použití; 
4.  Diagnostika ke zjišťování sekrece endokrinních žláz [5]. 
 U savců je řízena celá hormonální soustava pomocí hypothalamu. Hypothalamus je část 
mozku, která je uložena přibližně mezi ušima. Nachází se přímo nad hypofýzou. Kontroluje 
uvolňování hormonů hypofýzy do krve prostřednictvím několika "propouštěcích hormonů". 
Hypothalamus reguluje činnost hypofýzy, což je nejvýše nadřazená žláza s vnitřní sekrecí. 
Slinivka břišní a štítná žláza nejsou na rozdíl od hypofýzy řízeny hypothalamem, ale do 
organismu bývají jejich hormony vylučovány na základě jiných podnětů. Těmito podněty 
mohou být příjem potravy, změny složení iontů v krvi, stres, apod. [3]. 
 
 
Obrázek 1: Hypolathamus a jeho umístění v mozku [26] 
 
 Hormony můžeme rozdělovat pomocí různých ukazatelů; je možné aplikovat rozdělení 
podle jejich chemické struktury, případně podle biologického mechanismu. Biologický 
mechanismus chápeme tak, jak působí hormony na tkáně, případně na orgány a v neposlední 
řadě podle endokrinních žláz, které daný hormon vylučují do organismu.  
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 Na základě těchto specifikovaných ukazatelů lze hormony roztřídit do tří různých skupin:  
 Podle místa vzniku – do této skupiny patří hormony hypofýzy, hormony pankreatu, 
hormony štítné žlázy, hormony kůry nadledvinek aj. 
 Podle fyziologické funkce – pohlavní hormony, hormony růstové aj. 
 Podle chemické struktury – hormony steroidní, hormony peptidové, hormony 
odvozené od aminokyselin, hormony odvozené od mastných kyselin, apod. [1,3]. 
 
 2.1   Izolace a syntéza hormonů 
 Prvním izolovaným hormonem v historii byl adrenalin. Adrenalin byl izolován z dřeně 
nadledvin v roce 1901 Takamienem a Aldrichem. Adrenalin byl krátce na to připraven  
i synteticky. 
 Dalším izolovaným hormonem byl thyroxin, který byl izolován ze štítné žlázy v krystalové 
formě již v roce 1914. Avšak až v roce 1926 byla objasněna jeho struktura a následně byl 
připraven synteticky. 
 V roce 1921 byl vyroben F. G. Bantingem a C. H. Bestem surový insulin. Insulin je 
hormonem slinivky břišní. Přípravou insulinu se učinil krok k léčbě cukrovky, která byla do té 
doby smrtelnou nemocí. F. G. Banting a C. H. Best byli o dva roky později za přípravu 
insulinu odměněni Nobelovou cenou. 
 Dalšími hormony, které se začaly izolovat, byly hormony estrogenní. Izolovány byly 
z moče těhotných žen. Čistý estrogenní hormon však byl izolován až v roce 1929. 
 A. Butenandt se zabýval studiem mužských hormonů a v roce 1931 izoloval látku zvanou 
androsteron z mužské moči. Androsteron je metabolitem testosteronu, který byl izolován roku 
1935 E. Laquerem z býčích varlat [13,29].  
 
2.2 Hormony odvozené od aminokyselin 
      Jsou to hormony, které jsou syntetizovány z aminokyselin a biogenních aminů. Mezi 
hormony odvozené od aminokyselin zařazujeme zejména hormony, které vylučuje štítná 
žláza. Hormony štítné žlázy jsou zejména thyroxin (levotyroxin, tetrajodthyronin), dále  
trijodthyronin (liothyronin). Thyroxin váže v těle jód a ovlivňuje látkovou výměnu v tělních 
buňkách a je spolu s trijodthyroninem uvolňován do krve. Thyroxin a trijodthyronin jsou 
vázány na bílkovinu thyreoglobulin. Thyroxin je v podstatě prohormon, protože vlastní 
účinný hormon trijodtyronin se z něho vytvoří až v cílových tkáních. Tyto hormony jsou 
velmi důležité, neboť ovlivňují celkový metabolismus organismu. Snížená produkce nebo 
naopak zvýšená produkce těchto hormonů vede k těžkým onemocněním [1,2]. 
 Snížená produkce hormonů štítné žlázy se nazývá hypofunkce. Při hypofunkci může 
docházet až k těžké nemoci „kreténismu“, který se projevuje opožděným růstem, deformací 
kostry, opožděnou pohlavní zralostí a vede až k mentální zaostalosti. Snížená produkce 
hormonů štítné žlázy se řeší hormony thyroxinem (O-(4-hydroxy-3,5-dijodfenyl)-3,5-dijod-L-
tyrosin) a trijodthyroninem (O-(4-hydroxy-3-jodfenyl)-3,5-dijod-L-tyrosin). Tyto látky se 
získávají z přírodních materiálů nebo synteticky [1]. 
 Zvýšená produkce hormonů štítné žlázy se nazývá hyperfunkce. Hyperfunkce se u člověka 
projevuje Gravesova-Basedowovou chorobou. Tato nemoc je charakterizována zvětšenou 
štítnou žlázou, hubnutím, zvýšenou chutí k jídlu, dušností, zrychlenou srdeční činností, 
zvýšeným pocením, neklidem a především očima, které jsou výrazně lesklé a vystouplé.  
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 Zvýšená produkce hormonů štítné žlázy se léčí thyreostatiky. Nejčastěji se používají 
deriváty thioimidazolu nebo thiouracilu [1,3]. 
 Dalšími látkami patřícími do této skupiny jsou adrenalin, noradrenalin a jejich deriváty. 
Adrenalin vylučuje dřeň nadledvin, a to především při fyzickém a psychickém stresu, což 
vede ke zvýšení glukosy, laktátu a volných mastných kyselin v krvi.  
 Noradrenalin vyvolává kontrakce cév a zvyšuje krevní tlak. Rovněž uvolňuje hladké svaly  
a stimuluje srdeční sval [1,2]. 
 
 
Obrázek 2: Vzorec thyroxinu [15] 
 
 2.3  Peptidové hormony 
 Do skupiny peptidových hormonů patří především hormony hypothalamu, hypofýzy a také 
hormony slinivky břišní. Tyto hormony se vyznačují nízkou molární hmotností [1,2].  
 Do této skupiny lze zařadit také hormony, které produkuje štítná žláza, a to kalcitonin  
a parathormon. Kalcitonin je hormon snižující koncentraci vápenatých iontů v krvi a to tak, že 
blokuje uvolňování vápenatých iontů z kostí. Parathormon má také svoji specifickou funkci, 
protože řídí metabolismus vápníku a fosforu. Nedostatek parathormonu způsobuje křeče [3]. 
2.3.1 Hormony hypothalamu 
 Hormony hypothalamu řídí činnost hypofýzy. Hormony, které inhibují jejich uvolňování, 
mají koncovku – statin, např. somatostatin (SRIF). Hormony, které uvolňují příslušné 
hypofyzární hormony, mají zase koncovku – liberin, např. somatoliberiny (GHRH) [1]. 
 Somatostatin dokáže tlumit sekreci tzv. růstového hormonu, somatotropinu a také snižuje 
žilní průtok. Superaktivní analogy somatostatinu se aplikují při zvýšené sekreci 
somatotropinu. Toto onemocnění se nazývá akromegalie. Při akromegalii dochází ke 
zvětšování okrajových částí těla, jakými jsou např. nos, brada, konečky prstů, aj. [5]. 
 Důležitým hormonem uvolňujícím příslušné hypofyzární hormony je gonadoliberin, který 
spouští produkci gonadotropních hormonů v hypofýze [1]. Gonadoliberin se používá buď 
jako stimulační test nebo k navození fertility [5]. 
2.3.2 Hormony hypofýzy 
 Mezi důležité hormony hypofýzy patří také vasopresin a oxytocin. Vasopresin i oxytocin 
lze v současnosti vyrobit rovněž synteticky. 
 Vasopresin se někdy označuje jako antidiuretický hormon, který po podání zajistí 
dlouhodobé zvýšení krevního tlaku a rovněž podporuje zpětné vstřebávání vody v ledvinách. 
Nedostatek vasopresinu se projevuje nemocí tzv. žíznivkou (diabetes insipidus).  
 Oxytocin je důležitým hormonem, který se vylučuje při porodu a vyvolává kontrakce 
hladkého děložního svalstva. Oxytocin hraje také velmi důležitou roli při laktaci. 
11 
 
 Dalšími hormony hypofýzy jsou tzv. růstový hormon – somatotropin a gonadotropní 
hormony, které řídí činnost pohlavních žláz a nejsou specifické pro jednotlivá pohlaví [1]. 
 
Obrázek 3: Vzorec oxytocinu [16] 
 
2.3.3 Hormony slinivky břišní 
 Slinivka břišní vylučuje dva hlavní hormony, kterými jsou glukagon a insulin. Oba 
hormony působí vzájemně protikladně. Glukagon je produkovaný α-buňkami slinivky břišní  
a zvyšuje hladinu glukosy v krvi. Insulin je produkovaný β-buňkami Langerhansových 
ostrůvků slinivky břišní a snižuje hladinu glukosy v krvi [1]. Insulin rovněž podporuje tvorbu  
a ukládání lipidů a sacharidů. Podílí se na syntéze proteinů [3].  
 Špatná funkce slinivky břišní má za následek dva druhy onemocnění, a to především 
hyperglykémii a hypoglykémii. Hyperglykémie je zvýšené množství cukru v krvi, zatímco 
hypoglykémie je snížené množství cukru v krvi.  
 Porucha metabolismu cukru v krvi vede k onemocnění nazývanému cukrovka (diabetes 
mellitus) [1]. Při dlouhodobém trvání onemocnění diabetes mellitus, které se neléčí 
přiměřeně, mohou vznikat závažné cévní komplikace, které vedou až ke vzniku cévních 
onemocnění [5]. Diabetes mellitus se vyskytuje ve dvou formách. První formou je úplná 
ztráta schopnosti slinivky břišní produkovat insulin; tato forma vyžaduje substituční léčbu 
trvalým parentálním podáváním insulinu. Druhou formou je snížená tvorba insulinu buňkami 
slinivky břišní. Tato forma se vyskytuje zejména u osob ve středním a vyšším věku. Pro 
snižování insulinu v krvi se podávají perorální antidiabetika [1]. 
 
2.4  Steroidní hormony 
 Steroidní hormony živočišných organismů vznikají biotransformací cholesterolu 17-14, 
který má ve své struktuře obsažen tetracyklický skelet, nazývaný gonan 17-15. Steroidní 
hormony jsou lipofilní, většinou nerozpustné ve vodě. Neplatí to však pro estery s kyselinou 
sírovou, glukuronoidy a glykosidy [1,2]. 
 Steroidní hormony se rozdělují do dvou velkých skupin. První skupinu tvoří kortikoidy, 
které jsou produkovány kůrou nadledvin, druhou skupinou jsou pohlavní hormony. Do této 
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skupiny zařazujeme mužské pohlavní hormony, které jsou produkovány varlaty, 
tzv. androgeny a ženské pohlavní hormony, tj. estrogeny a gestageny [1]. 
 Steroidní hormony jsou vylučovány všemi živými organismy, tj. člověkem i zvířaty, což 
má za následek, že je můžeme detekovat ve splaškových odpadních vodách i v zemědělských 
odpadech. Je však známo, že čistírny odpadních vod (ČOV) nejsou vybaveny takovými 
technologiemi, které by byly schopny úplně odstranit tyto hormony z odpadních vod. 
Steroidní hormony se na rozdíl od ostatních hormonů, které se odbourávají již 
v organismu, dají případně účinně odstranit v čistírnách odpadních vod, odkud se spolu 
s vyčištěnou odpadní vodou mohou dostávat v poměrně vysokých koncentracích do složek 
životního prostředí. Vyšší koncentrace mohou mít za následek narušení přirozené hormonální 
rovnováhy organismů [6]. 
2.4.1 Estrogeny 
 Estrogeny jsou ženské pohlavní hormony, které přispívají k normálnímu dospívání. Tyto 
hormony podněcují vývoj primárních a sekundárních ženských pohlavních znaků. Estrogeny 
společně s  gestageny řídí menstruační cyklus a jsou důležité zejména v předovulačním 
období, kdy dochází k rozvoji děložní sliznice. U zvířat estrogeny navozují říji. Estrogeny 
jsou netěkavé hydrofobní sloučeniny, které se vzhledem k tomu, že mají ve své struktuře 
obsaženou fenolovou skupinu, ochotně sorbují na pevné částice. Mezi přírodní estrogeny patří 
především estradiol a jeho metabolity estron a estriol, které jsou vylučovány zejména folikuly 
vaječníků [1,2]. Estradiol se v játrech oxiduje na estron a ten se následně hydratuje na estriol 
[5]. Tyto přírodní látky jsou v organismu rychle odbourávány, a proto byly syntetizovány do 
stabilnějších derivátů a jejich analogů, které se používají jako perorální kontraceptiva 
(estradiol-valerát, mestranol, ethylen-estradiol). Syntetické analogy vykazují vyšší účinnost 
než přírodní estrogeny [1]. 
 Estrogeny jsou schopny způsobit i zadržování sodíku a vody v organismu (zvyšování 
hmotnosti). Rovněž výrazně snižují hladinu cholesterolu v krvi, podporují tvorbu kostní dřeně  
a příznivě ovlivňují funkci nervového systému [3]. 
 Inhibitory estrogenů představují kompetitivní inhibitory estrogenů na určitých receptorech 
hypofýzy, kde vyvolávají zvýšenou produkci gonadotropinů. Inhibitory estrogenů jsou 
důležité především proto, že stimulují ovulaci. Zástupci těchto inhibitorů jsou tamoxifen 
a klomifen. [1] 
 Terapeuticky se estrogeny používají převážně k substituční léčbě při poruše funkce ovárií, 
k zastavení laktace, dále u nádorů prostaty a rovněž jsou složkou perorálních kontraceptiv [5]. 
 
 
 
Obrázek 4: Vzorce estradiolu, estronu a estriolu [17] 
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2.4.2 Gestageny 
 Druhou skupinou ženských pohlavních hormonů jsou gestageny, které ovlivňují druhou 
polovinu menstruačního cyklu a také průběh těhotenství. Gestageny jsou schopny připravit 
mléčné žlázy k  produkci mléka. Tyto hormonální látky jsou po oplodnění tvořeny  
i v placentě.  Nejznámějším gestagenem, který je produkován žlutým tělískem vznikajícím ve 
vaječníku z prasklého folikulu po ovulaci, je progesteron. Progesteron je málo rozpustný ve 
vodě a je velmi stabilní. Vzorek tohoto gestagenu, který byl v laboratoři uložen po dobu  
10 let, vykazoval plnou hormonovou aktivitu. Progesteron se využívá i při léčbě rakoviny 
prostaty [1,2,3]. 
 Gestrageny jsou schopny indikovat i nebezpečí potratu u žen majících podprůměrnou 
exkreci pregnandiolů [5]. 
 
 
 
Obrázek 5: Vzorec progesteronu [18] 
 
Kombinace gestagenů s estrogeny 
     Gestageny a estrogeny se aplikují především do perorálních kontraceptiv. Kombinací 
gestagenů s estrogeny dochází k antikoncepčnímu účinku, který způsobí zabránění ovulace. 
Kontraceptiva mohou být jednofázová (konstantní poměr gestagenů a estrogenů po celý 
cyklus podávání kontraceptiva), dvoufázová (odlišný poměr gestagenů a estrogenů v první  
a druhé fázi cyklu podávání kontraceptiva) a trojfázová (odlišný poměr gestagenů a estrogenů 
v každém ze tří týdnů podávání kontraceptiva) [1]. Kromě toho se kombinace gestagenů 
a estrogenů používá k hormonální substituční léčbě (HRT) u žen, a to zejména v období 
klimaktéria [5]. 
  
2.4.3 Androgeny 
 Androgeny jsou mužské pohlavní hormony, které jsou produkovány mužskými pohlavními  
orgány, varlaty. Androgeny jsou zodpovědné za vývoj primárních a sekundárních mužských 
pohlavních znaků, rovněž řídí spermatogenezi, zvyšují pohlavní pud, stimulují růst svalové 
hmoty a také jsou zodpovědné za vznik krevních cév v  kůži. Zástupcem androgenů je 
testosteron a jeho analogy. 
 Testosteron se vytváří v intersticiálních buňkách varlat, potom přechází do tkání, kde 
se metabolizuje na androgenně účinný dihydrotestosteron a estrogenní metabolity.  
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 Androgeny se používají v medicíně zejména jako náhrada nebo podpora androgenní 
produkce, dále jako stimulátory růstu, k regeneraci svalové hmoty a k léčbě osteoporózy. 
Vzhledem k účinnosti androgenů při růstu svalové hmoty je jich zneužíváno především 
vrcholovými sportovci, a to pro urychlení tvorby svalové hmoty. U vrcholových sportovců je 
zneužívání androgenů stále aktuální, přestože při nadměrném podávání těchto látek byla již 
prokázána vysoká zdravotní rizika, zejména poruchy oběhového systému a sexuální poruchy. 
Při používání těchto hormonů jako doplňků u žen bylo prokázáno, že u nich může docházet 
k maskulinizaci, tj. k získávání mužských sekundárních pohlavních znaků. Nejvíce 
zneužívaným androgenem je stanozolol [1,5]. 
 
 
Obrázek 6: Vzorec testosteronu [19] 
 
2.4.4 Hormony kůry nadledvin 
 Hormony kůry nadledvin lze rozdělit do dvou skupin, a to na glukokortikoidy  
a mineralokortikoidy. Glukokortikoidy ovlivňují především metabolismus sacharidů, proteinů 
a lipidů a také napomáhají udržet objem extracelulární tekutiny [1]. 
 Nežádoucí účinky glukokortikoidů jsou velmi závažné a patří sem především: 
1. Hyperkortikalismus, což je zvýšená sekrece glukokortikoidů, která má název 
Cushingův syndrom. Člověk trpící Cushingovým syndromem přibývá na váze, může 
se mu zvyšovat krevní tlak a dokonce může docházet až ke vzniku cukrovky [10]; 
2. Poruchy výměny elektrolytů;  
3. Aktivace latentních infekčních procesů a zpomalení hojení ran; 
4. Vyvolání žaludečních vředů; 
5. Psychické změny od euforie přes podrážděnost až k úzkosti, nedostatku sebedůvěry  
a strachu z kritiky od druhých; 
6. Vyvolání osteoporózy, hypertenze, hyperglykémie, zvýšení nitroočního tlaku, apod. 
[5]. 
 Mineralokortikoidy ovlivňují hospodaření s Na+ a K+, především jejich transport  
a vylučování, dále osmotickou rovnováhu a distribuci vody ve  tkáních. Mineralokortikoidy se 
terapeuticky používají jako substituční léky u Addisonovy choroby (snížená sekrece hormonů 
kůry nadledvin) a u stavů spojených se ztrátou elektrolytů (popáleniny, průjmy, šoky) [5,10].  
 Charakteristickým znakem hormonů kůry nadledvin je kromě α,β-nenasyceného systému 
konjugovaného s  karbonylovou skupinou v poloze 3, rovněž tzv. (3-oxo-Δ4.5-systém), což 
jsou 17α-hydroxyskupina a 17β-postranní řetězec s oxoskupinou v poloze 20.  
 Glukokortikoidy vykazují protizánětlivý a imunosupresivní účinek => léčba akutní  
a chronické polyarthritidy, revmatické horečky; dny aj., jsou hlavními důvody pro jejich 
indikaci. Lokálně se dají používat ve formě mastí na blíže nespecifikovaná kožní onemocnění.  
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 Nežádoucí účinky používání kortikoidů jsou zvýšené ukládání tuků v obličeji a na trupu, 
zvýšená hmotnost, změna metabolismu aminokyselin k tvorbě glukosy (možnost vzniku 
hyperglykémie), psychické změny, peptické vředy, zvýšení nitroočního tlaku, který vede až 
ke vzniku zeleného zákalu.   
 Mezi hormony kůry nadledvin patří kortisol, kortison a aldosteron [1,5]. Aldosteron řídí 
především hospodaření s vodou a minerály [3]. 
 
Obrázek 7: Vzorec aldosteronu [20] 
2.5 Hormony odvozené od mastných kyselin 
 Hormony odvozené od mastných kyselin mají svoji strukturu odvozenou od kyseliny 
arachidonové. Tyto hormony jsou rovněž označovány jako eikosanoidy, což jsou tkáňové 
hormony, které obsahují 20 uhlíkových atomů. Do této skupiny zařazujeme prostaglandiny, 
thromboxany a leukotrieny. Tyto hormony zprostředkovávají alergické reakce, podílejí se 
na vzniku zánětů, vzniku horečky, bolesti, ovlivňují vasomotoriku (řízení průsvitu cév 
ovlivněním hladké svaloviny v jejich stěnách), procesy srážení krve a také činnost nervového 
systému [3,4]. 
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3 Estrogeny a životní prostředí   
 Životní prostředí, zejména jeho vodní ekosystém, je velmi ovlivňováno výskytem 
přirozených i synteticky vyrobených látek, které mají estrogenní účinky. Z této významné 
skupiny estrogenních látek lze vyčlenit skupinu, která je v literatuře označována jako 
environmentální estrogeny. Jejich vliv na organismus se velice podobá účinkům endrogenních 
estrogenů. Environmentální estrogeny se váží na jaterní receptorový systém. Vznikne 
estrogenní receptorový komplex, který reaguje s nukleotidovou sekvencí. Tímto způsobem se 
odstartuje transkripce DNA. 
 Všechny organismy vylučují steroidní látky v různých koncentracích. Vyloučené steroidní 
látky končí vesměs v ČOV. Steroidní látky se však vyskytují nejen v odpadních vodách, 
nýbrž také v povrchových vodách. Výskyt steroidních látek ve složkách životního prostředí 
má za následek ovlivnění některých funkcí živé přírody. Zvýšená koncentrace estrogenů ve 
vodě má např. vliv na reprodukci ryb i ostatních vodních živočichů [11,12]. 
 3.1  Degradace estrogenů 
 Steroidní hormony obsažené v organismech procházejí různou transformací, která probíhá 
především v játrech. Mohou např. podléhat oxidaci, hydroxylaci a methylaci, a to ještě před 
konečnou konjugací s kyselinou glukuronovou nebo sulfátem.  
 V organismu jsou syntetické estrogeny metabolizovány na jejich konjugáty s kyselinou 
glukuronovou nebo s kyselinou sírovou. Podléhají oxidaci, hydroxylaci, deoxygenaci  
a denaturaci a jsou následně z organismu vylučovány močí [11]. 
 3.2  Toxicita estrogenů 
 Existují tři základní typy toxicity estrogenů. Nejběžnějším typem toxicity je typ první, 
který je dán vazbou environmentálních estrogenů na estrogenní receptor s  následnou 
zvýšenou estrogenní odpovědí. Tímto způsobem vazby vznikne komplex, který se projeví 
hyperestrogenismem, který se projevuje především zvýšenými fyziologickými efekty 
estrogenních hormonů, případně odlišnou transkripcí DNA. 
 Druhý typ toxicity úzce souvisí s chemickými vlastnostmi příslušných environmentálních 
estrogenů. 
 Nerovnoměrná estrogenní odpověď na cílové buňky je třetím typem toxicity, který se ještě 
dále člení na dva druhy. Prvním druhem nerovnoměrné estrogenní odpovědi je to, že 
estrogeny se naváží na receptor a dojde ke změně konfigurace (odlišná transkripce DNA  
a odlišný výsledný efekt). Druhý druh představuje rozdílnou odpověď v závislosti  
dávka-odpověď, což je základním atributem toxicity [11,12]. 
 3.3  Zdroje estrogenů 
 Za výskyt látek estrogenního účinku jsou zodpovědní převážně lidé; znamená to, že má 
především antropogenní charakter. Ženy produkují větší množství estrogenů než muži. Moč 
žen obsahuje estriol, estradiol a estron. U žen, které užívají hormonální antikoncepci, 
se v moči vyskytuje ještě navíc ethinylestradiol. Z obrázku 8: Počet žen užívajících 
hormonální antikoncepci v období od roku 1975-2008 je možné vyčíst nárůst počtu žen 
používajících hormonální antikoncepci, a to od počátku 90. let minulého století až po rok 
2008. Proto můžeme na podkladě již publikovaných údajů konstatovat, že koncentrace 
určitých estrogenů v odpadních vodách závisí na druhu používané antikoncepce v dané 
oblasti, na věku žen, těhotenství, fázi menstruačního cyklu a rovněž na rase.  
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 Estrogeny obsažené v tělech zvířat jsou dalším zdrojem estrogenů přítomných v životním 
prostředí. Estrogeny u zvířat jsou vylučovaný stolicí (prasata) nebo močí (drůbež). Množství 
vyloučených estrogenních látek závisí nejen na druhu zvířete, ale rovněž na jeho pohlaví, stáří 
a reprodukčním období. 
 V odpadních vodách se však vyskytují také látky pocházející z přírodních zdrojů. Patří sem 
zejména látky rostlinného a antropogenního původu. Látky rostlinného původu jsou 
označovány jako fytoestrogeny a nacházejí se především v obilninách, rýži, jahodách, 
celozrnném pečivu, česneku, rybízu, aj.; zdrojem látek antropogenního původu jsou výrobní 
procesy, např. výroba detergentů, pesticidů, plastů, aj. [11,12,13]. 
 
 
Obrázek 8: Počet žen užívajících hormonální antikoncepci v období od roku 1975-2008 [14] 
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4 Metody stanovení hormonů 
 4.1  Extrakce 
 Pro izolaci hormonů z vody se využívá extrakce. Extrakce je separační metoda, která je 
založena na přechodu sledovaného analytu mezi dvě vzájemně nemísitelné fáze. Existuje 
několik typů extrakcí, a to především extrakce kapalina – kapalina, extrakce kapalina – pevná 
látka a zejména extrakce pevnou fází (SPE; solid phase extraction). K izolaci steroidních 
hormonů z kapalných vzorků se aplikuje především extrakce SPE, a to nejen vzhledem ke své 
jednoduchosti, ale také z hlediska používání malých objemů rozpouštědel [23].  
 4.1.1 Extrakce pevnou fází - SPE 
 SPE je jednostupňová extrakční metoda sloužící k rozdělení analytu mezi dvě nemísitelné 
fáze, přičemž jedna z fází je pevná. Do pevné fáze přechází analyt z plynné nebo kapalné 
fáze. Zachycování analytů na pevnou fázi se uskutečňuje na základě jejich chemických 
vlastností, nikoliv na základě velikosti částic. Pevná fáze musí mít optimální vlastnosti, aby 
docházelo k sorpci analytů. Mezi tyto vlastnosti zahrnujeme selektivitu a obohacovací faktor 
pro vzorkovaný celek.  
    Extrakce tuhou fází je stále více využívanou preanalytickou technikou, která je zvláště 
vhodná při úpravách vzorku odpadní vody před finální analýzou. Kromě izolace analytu 
z matrice zajišťuje rovněž zakoncentrování extraktu a současně také jeho přečištění 
od možných koextrahujících, interferujících a balastních látek. Výhodou SPE je také její 
možná automatizace [23].  
    V současnosti je na trhu  k dostání mnoho typů SPE kolonek, které se liší zejména svým 
objemem, který bývá nejčastěji v rozmezí 1 – 60 ml. Důležitým faktorem je rovněž množství 
sorbentu, které by nemělo překročit 5 % z celkové hmotnosti sorbentu. Hmotnosti sorbentů se 
vesměs pohybují v rozmezí od 60 mg do 10 g [23,24]. Jako pevná fáze se do SPE kolonek 
používají převážně materiály s  velkým povrchem adsorpce, např. aktivní uhlí, grafitizované 
uhlí, porézní grafit, alumina, silikagel s navázanými organickými skupinami aj. Pevná fáze 
se kromě kolonek plní i do vzorkovacích terčů o průměru 3 cm, s tloušťkou aktivní vrstvy 
1 mm nebo do fólií. Někdy se setkáváme i s pevnou fází umístěnou v trubicích dlouhých až 
1 m. 
 
 
Obrázek 9: Druhy SPE kolonek [15] 
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    Aby se na pevnou fázi sorboval analyt, musí se předem zjistit jeho schopnost smáčení 
matricí vzorku. K tomu lze použít vhodné organické rozpouštědlo.  
 Vzorek, který následně analyzujeme, musí být před analýzou pečlivě přečištěn. K tomuto 
čištění se používají skleněné filtry, které mají velikost pórů 0,45 μm. Při zjišťování obsahu 
léčiv v  environmentálních matricích je nezbytné zakoncentrovat extrakt obsahující analyt, 
protože stanovované látky jsou zde přítomné v tak nízkých koncentracích, že by se jejich 
hodnoty mohly nacházet pod mezí stanovitelnosti. Tato preanalytická metoda má mnoho 
výhod, z nichž lze jmenovat alespoň rychlost, protože rovnováhy je dosaženo během několika 
minut, dále selektivitu, citlivost (díky zakoncentrování analytu může být mez detekce až 
v hodnotách ppt), dobrou opakovatelnost, možnost automatizace, finanční dostupnost  
a snadné spojení s finálními analytickými metodami, zejména chromatografickými [7,8]. 
Nejčastěji se tato metoda aplikuje pro extrakce semivolatilních a netěkavých analytů 
izolovaných z kapalných matric. Kromě toho může být tato metoda využita rovněž pro 
extrakci analytů, které jsou obsaženy v pevných matricích a předem byly vyextrahovány do 
rozpouštědla. Výběr vhodného typu a velikosti adsorbentu je pro analýzu rozhodující [23]. 
 
 
Obrázek 10: Princip SPE, eluce rozpouštědlem [22] 
 
 4.2 Separace analytů 
 Po provedené extrakci je zapotřebí separovat jednotlivé sloučeniny, aby mohly být 
následně identifikovány a kvantifikovány. K tomu se rovněž využívají separační metody. Pro 
stanovení hormonů v odpadních vodách se používají převážně metody chromatografické, tj. 
plynová nebo kapalinová chromatografie.  
 Chromatografie je separační metoda, při které je vzorek nadávkován do 
chromatografického systému, který je složen ze dvou navzájem nemísitelných fází, 
stacionární a mobilní. Vzorek je pomocí mobilní fáze unášen chromatografickým systémem, 
nejčastěji v kolonovém uspořádání. Analyty obsažené ve vzorku se váží pomocí rozdílné 
afinity ke stacionární fázi. Složky vázající se ke stacionární fázi se pohybují pomaleji než 
20 
 
složky, které mají větší afinitu k mobilní fázi. Znamená to, že nejdříve vycházejí z kolony 
do detektoru ty analyty, které mají větší afinitu k mobilní fázi, teprve potom ty, které mají 
větší afinitu ke stacionární fázi. Tímto způsobem se analyty obsažené ve vzorku od sebe 
separují.  
 Chromatografii rozdělujeme podle povahy mobilní fáze na kapalinovou (mobilní fází je 
kapalina) nebo plynovou (mobilní fází je plyn). Další způsob dělení je podle uspořádání 
stacionární fáze na chromatografii kolonovou, papírovou a tenkovrstvou. Poslední způsob 
dělení je podle povahy děje, který převládá při separaci. Patří sem chromatografie 
rozdělovací, adsorpční, iontově-výměnná, gelová a afinitní [7]. 
 Pro stanovení hormonů v odpadních vodách se preferuje použití kapalinové chromatografie  
před plynovou; obě v  kolonovém uspořádání. Pokud bychom použily plynovou 
chromatografii, bylo by nezbytné extrakt obsahující hormony vhodným činidlem 
derivatizovat.  
 4.2.1 Plynová chromatografie (GC) 
 Plynová chromatografie je analytická metoda, která se používá pro široký rozsah 
koncentrací analytů. Může sloužit k detekci hlavních složky směsi (>10 %), avšak spíše 
se aplikuje ve stopové analýze, a to až na koncentrační hladině ppb. Hlavní oblastí aplikací je 
koncentrační rozsah v rozmezí od 0,1 až po 10 ppm [8]. 
 Analyzovaný vzorek je nadávkován pomocí dávkovače (injektoru) na kolonu; odtud je 
prostřednictvím mobilní fáze, která se nazývá nosný plyn, transportován přes kolonu. Aby 
mohl být tento vzorek transportován dále, musí se ihned přeměnit z kapaliny na plyn. Pro tyto 
účely musí být injektor vyhříván na přesně definovanou teplotu, která způsobuje okamžité 
zplynění. V koloně se složky separují na základě různé schopnosti vázat se na stacionární fázi 
(různá afinita ke stacionární fázi). Z kolony jsou analyty vedeny do detektoru. Signál 
z detektoru je následně vyhodnocen; na základě tzv. retenčního času se identifikuje analyt, ke 
kvantifikaci slouží potom výpočet plochy píku. 
 Zařízení, na kterém se provádí plynová chromatografie, se nazývá plynový chromatograf. 
Plynový chromatograf se skládá ze zdroje nosného plynu, čisticího zařízení, dávkovače, 
kolony, detektoru, vyhodnocovacího zařízení a termostatu. Zdrojem nosného plynu je tlaková 
láhev, která je naplněna inertním plynem, např. vodíkem, dusíkem, heliem nebo argonem.  
 Čistícím zařízením je zachycována vlhkost a případné nečistoty obsažené v nosném plynu. 
Průtok nosného plynu (mobilní fáze) je zajišťován regulačním systémem. Vzorek je 
do proudu nosného plynu zaveden pomocí dávkovače. Dávkování musí být rychlé, aby se 
vzorek přítomný v roztoku v dávkovači rychle odpařil. Plyny se dávkují pomocí plynotěsných 
injekčních stříkaček nebo obtokových dávkovacích kohoutů. Kapaliny se dávkují injekčními 
stříkačkami o objemu 1-20 μl, ve stopové analýze pomocí automatického dávkovače. 
Stacionární fáze je umístěna v koloně. 
 Kolony dělíme na několik typů. Náplňové kolony jsou trubice vyrobeny z oceli, skla nebo 
polyethylenu, jejichž vnitřní průměr je 2 až 4 mm a délka je do 4 m. Jsou plněny sorbenty 
nebo nosiči pokrytými kapalnou fází. V porovnání s  kapilárními kolonami mají vyšší 
kapacitu. Kapilární kolony jsou vyrobeny z taveného křemene. Jako nosiče stacionární fáze 
využívají své vnitřní stěny; jejich vnitřní průměr bývá 0,2 až 0,75 mm.  
 Detektorem je signalizována přítomnost látek v nosném plynu. Signál z detektoru je 
zpracováván, vyjádřen prostřednictvím chromatografické křivky a vyhodnocován pomocí 
vyhodnocovacího zařízení (PC). Přesně specifikovaná teplota dávkovače, kolony a detektoru 
je zajišťována pomocí termostatu, ve kterém je umístěna kolona.  
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 V případě plynové chromatografie se může jednat o chromatografii eluční, frontální, 
případně vytěsňovací. Eluční metoda je založena na vymývání jednorázově dávkovaného 
vzorku nosným plynem. Vzorek je najednou nadávkován do mobilní fáze, a to před vstupem 
do kolony. Z kolony vychází nejdříve ta složka, která se nejméně zachycuje na stacionární 
fázi. Pro každou složku je charakteristický čas, tzv. retenční čas, za který vyjde analyt 
z kolony za daných experimentálních podmínek.  
 Frontální metoda je založena na kontinuálním dávkování vzorku do kolony. Z kolony 
nejdříve vychází nejméně sorbovaná látka a až nakonec látka nejvíce sorbovaná. Na závěr 
z kolony vychází směs původního složení.  
 Vytěsňovací metoda je založena na jednorázovém dávkování vzorku do mobilní fáze, 
a to ještě předtím, než vstoupí do kolony. Nosný plyn je sycen vytěsňujícím činidlem. 
Vytěsňujícím činidlem jsou páry látky, která se sorbuje nejsilněji v porovnání s dalšími 
látkami obsaženými ve vzorku. Vytěsňující činidlo konkuruje složkám vzorku a posouvá tyto 
složky před sebou. V koloně jsou uspořádány od nejméně sorbované složky po nejvíce 
sorbovanou složku, kterou je vytěsňovací činidlo.  
 Zvláštním typem pracovních technik je vakantochromatografie, což je kombinace eluční  
a frontální metody [7]. 
 4.2.2 Kapalinová chromatografie 
 Mobilní fází v kapalinové chromatografii je kapalina. O separaci složek ve vzorku 
nerozhoduje jenom jejich interakce se stacionární fází, jako tomu bylo u plynové 
chromatografie, ale důležitou roli hrají i interakce složek s mobilní fází.  
 Pro kapalinovou chromatografii jsou použitelné různé mechanismy separace, a to 
především adsorpce, rozdělování na základě různé rozpustnosti, iontová výměna, molekulově 
síťový efekt nebo specifické interakce v afinitní chromatografii. Podle uspořádání stacionární 
fáze se  u kapalinové chromatografie rozlišují techniky tenkovrstvé (papírová; tenkovrstvá 
prováděná na tenké vrstvě sorbentu naneseného na hliníkovou fólii) a kolonové [7]. 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 
 Ke stanovení analytů metodou HPLC se používá kapalinový chromatograf, který je skládá 
z  těchto základních součástí: čerpadlo mobilní fáze, směšovací zařízení, dávkovač, kolona, 
detektor a vyhodnocovací techniky (PC). Kapalinový chromatograf může obsahovat 
zásobníky více kapalin pro vytvoření mobilní fáze, protože zde lze naprogramovat výsledný 
poměr složení mobilní fáze, např. methanol:voda v poměru 80:20. Pokud zůstává složení 
mobilní fáze stálé, jedná se o izokratickou eluci, v případě kontinuální změny složení mobilní 
fáze v průběhu analýzy hovoříme o gradientové eluci. Kapalina je do kolony čerpána pomocí 
pístových nebo membránových čerpadel. Dávkování injekční stříkačkou přes pryžové 
centrum proti vysokému tlaku je možné z hlediska těsnosti maximálně do tlaků 10 MPa.  
 Pro klasickou kapalinovou chromatografii, která je aplikována převážně pro čistící postupy 
a pro screeningová stanovení, se používají skleněné trubice o délce maximálně 0,5 m  
a vnitřním průměru 2-3 cm. Dole je trubice zakončena fritou a kohoutem. Kolona se plní 
zrnitým sorbentem, který klade postupující kapalině odpor (např. oxid hlinitý, oxid křemičitý, 
porézní grafit, pryskyřice nebo polymery, aj.). Na horní vrstvu náplně je nadávkováno malé 
množství zkoncentrovaného vzorku a následně je přidávána kapalná mobilní fáze. Složky 
vzorku se při postupu kolonou separují. Toto klasické kolonové uspořádání je základem 
HPLC. Při HPLC je však důležité pracovat při vysokém tlaku. Kolony pro HPLC jsou 
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převážně vyrobené z tlustého borosilikátového skla pro nižší tlaky, případně z nerezové oceli 
pro vysoké tlaky, které mohou být až 30-40 MPa. Kolony jsou vesměs krátké, jejich délka je 
v rozmezí od 5 do 30 cm. Částice, které se nacházejí v kolonách, mají velikost 3-10 μm [7,9]. 
 
 
 
Obrázek 11: Zařízení pro HPLC [21] 
 
Ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie (UHPLC) 
 UHPLC je velmi účinná chromatografická technika s  širokým rozsahem průtoku  
a významně se zkracuje doba analýzy. Tento druh chromatografie využívá 
v chromatografických kolonách částice o velikosti menší jak 2 μm. Tyto částice jsou 
přizpůsobeny k  používání v analytických přístrojích, kde se pracuje s  vysokými tlaky. 
S klesající velikostí částic dochází k  vyšší účinnosti separace, neboť s malým průměrem 
v koloně vzrůstá tlak. Díky tomu je značně urychlena doba separace a separace má rovněž 
vysokou účinnost. Délka kolony se pohybuje od 5 do 15 cm a tlak může dosahovat hodnot až 
kolem 100 MPa. Uspořádání UHPLC přístroje se moc neliší od HPLC přístroje. 
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 UHPLC přístroj pro své správné fungování potřebuje rozpouštědla a chemikálie o velmi 
vysoké čistotě. Vzhledem k tomu se všechny mobilní fáze a vzorky musí filtrovat přes 
speciální mikrofiltry o malých průměrech (0,1 µm-0,2 µm) [27,28]. 
 
 4.3 Identifikace a kvantifikace analytů 
 4.3.1 Hmotnostní spektrometrie (MS) 
 Hmotnostní spektrometrie je separační, fyzikálně-chemická metoda, která je používaná 
k určování hmotnosti atomů, molekul a jejich částí, a to převedením na kladné nebo záporné 
ionty. Hmotnostní spektrum představuje potom záznam iontů vzniklých ze zkoumaného 
vzorku. Vzniklý ion nebo ionty se separují podle hodnoty podílu jejich hmotnosti a náboje 
m/z. Vzorek se z kapalné fáze převede odpařením na fázi plynnou, ionizuje se, je akcelerován 
do hmotnostního analyzátoru, kde se separuje podle hmotnosti. 
 Hmotnostní spektrometr pracuje pod vysokým vakuem (až 10-5 Pa). Přístroj se skládá 
ze dvou částí. První část tvoří iontový zdroj, kam je přiváděn vzorek v plynné fázi. 
V iontovém zdroji je vzorek bombardován elektronovým svazkem a dochází ke vzniku 
kationtů, které přicházejí do druhé části, tzv. akcelerační komory. Kationty jsou zde urychleny 
(potenciál 5 až 10 kV) a vstupují do magnetického pole, kde opisují dráhu o poloměru r. 
 Závislost relativní intenzity iontového proudu na podílu m/z se označuje jako hmotnostní 
spektrum. Relativní intenzita nejintenzivnějšího iontového proudu je 100 %.  
 Hmotnostní spektrometrie se používá k identifikaci chemických látek, k určení struktury 
organických sloučenin, případně také ke stanovení její relativní molekulové hmotnosti. 
 Pokud se spojí více hmotnostních spektrometrů, hovoří se o tzv. tandemové hmotnostní 
spektrometrii (MS/MS).  
 Hmotnostní spektrometr se může propojit také s odlišnými přístrojovými zařízeními; 
propojením s plynovým chromatografem vzniká tandemové uspořádání GC/MS, propojením 
s vysokoúčinným kapalinovým chromatogramem tandemové uspořádání HPLC/MS. Taková 
propojení jsou velmi výhodná, protože nám umožňují analyzovat směs (díky chromatografii) 
a identifikovat individuální složky ve směsi (díky hmotnostní spektrometrii) [7].  
 Kombinace plynové nebo kapalinové chromatografie s hmotnostně spektrometrickým 
detektorem umožňuje v  environmentálních matricích stanovit velmi nízké koncentrace 
organických sloučenin, včetně ženských pohlavních hormonů.  
 Vhodným typem iontového zdroje pro tyto chemické sloučeniny je při spojení  
s  kapalinovou chromatografií elektrosprej. Jak již bylo prezentováno výše, estrogeny je 
zapotřebí stanovovat v negativním módu, zatímco gestageny naopak v pozitivním módu [23].   
 
 4.3.2 UV spektrofotometrie 
 Principem UV spektrofotometrie je absorbance eluátu v rozsahu vlnových délek  
200 až 400 nm. Při absorbanci dochází k  excitaci valenčních elektronů. Absorbancí se rozumí 
schopnost látky absorbovat záření o určité vlnové délce. Toto je založeno na  
Lambert-Beerově zákoně, podle kterého je absorbance přímo úměrná koncentraci analytu  
a tloušťce absorbující vrstvy:  
lcA  ε ,       (1) 
kde A je označení absorbance, rε je molární absorpční koeficient (dm
3·mol-1·cm-1), c je 
látková koncentrace absorbující látky (mol·dm-3) a l je tloušťka absorbující vrstvy, tj. kyvety 
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(cm). Každá látka dokáže absorbovat záření o určité vlnové délce a je pro ni charakteristické 
absorpční spektrum, což je závislost absorbance na vlnové délce.  
 UV spektrofotometr je složen ze zdroje záření, monochromátoru, absorpční cely  
a detektoru prošlého záření. Pro viditelnou oblast světla se používají wolframové nebo 
halogenové žárovky, zatímco pro ultrafialovou oblast světla se používají deuteriové lampy. 
Vzorek je umístěn v kyvetě, přičemž skleněná kyveta bývá používána především pro 
viditelnou oblast a křemenná kyveta pro UV oblast záření. Monochromátory dělíme na 
mřížkové a hranolové. Jako detektory se používají fotonky, fotonásobiče, polovodičové 
fotoelektrické články a diodová pole [7]. 
 
Detektory diodového pole (PDA, DAD) 
 Jedná se o detektory, které umějí snímat celé spektrum látky v reálném čase, aniž by 
docházelo k přerušení separace. Záření z daného zdroje projde štěrbinou a potom prochází 
přes čočku, clonu a měrnou celu detektoru. Po tomto průchodu se záření spektrálně rozkládá 
holografickou mřížkou; to má za následek, že na každou z fotodiod dopadá zářivý tok o určité 
vlnové délce zeslabený absorpcí v cele detektoru. Každá z fotodiod je spojena s předem 
nabitým kondenzátorem. Po dopadu záření na diodu vzniká fotoelektrický proud, který poté 
vybije kondenzátor. Vzniklý fotoelektrický kondenzátor je přímo úměrný intenzitě 
dopadajícího záření. Další fází je nabíjení kondenzátorů a současně se měří proud, který je 
potřebný na dobití. Velikost proudu je ukládána do paměti řídící jednotky. Nabíjení a vybíjení 
kondenzátorů se velmi rychle opakuje a získané údaje o absorpci jsou zaznamenány při každé 
vlnové délce.  
 DAD ve spojení s počítačem umožňují detekci látek při kterékoliv námi zvolené vlnové 
délce, a proto můžeme vzniklá spektra porovnávat s knihovnou spekter [28]. 
 
Obrázek 12: Schéma DAD [28] 
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5 Experimentální část 
 5.1  Chemikálie 
Rozpouštědla: 
Deionizovaná voda (Milli-Q) 
Acetonitril – CAS: 75-05-8, čistota ≥ 99,8 % (Sigma-Aldrich Chemie, Německo) 
Methanol – CAS: 67-56-1, čistota ≥ 99,9 % (Sigma-Aldrich Chemie, USA) 
 
Standardy: 
Estron – CAS: 53-16-7, čistota ≥ 99,3 % [lot analysis: Assay (HPLC), Německo] 
Estriol – CAS: 50-27-1, čistota ≥ 99,3 % [lot analysis: Assay (HPLC), Německo] 
 
Technické plyny: 
N2 (4.0) - Technoplyn, Česká republika 
 5.2 Přístroje 
 5.2.1  Přístroje pro extrakci analytů ze vzorků  
Zařízení pro přípravu Milli-Q vody - Milli-Q® Academic, Millipore, Francie 
Analytické váhy - HR-120-EC, A&D Instruments, Japonsko 
Vana na SPE, „Baker SPE-12G“ s vakuovou pumpou, kolonky na SPE: OASIS HLB 60 mg 
SPE Cartridges  
Rotační vakuová odparka Büchi Switzerland s vodní lázní Heating bath B-490 a s vakuovou 
pumpou Vaccum controller V-800  
Přístroj EVATERM pro sušení pod dusíkem, LABICOM s.r.o., ČR 
Běžné laboratorní vybavení pro preanalytickou úpravu vzorků. 
 5.2.2  Přístroje pro analýzu vzorků 
Kapalinový chromatograf (UHPLC) Agilent 1 290 Infinity (Agilent Technologies, USA) 
 binární pumpa 
 automatický dávkovač 
 In-Line Filtr 0,3 µm 
 kolona ZORBAX Eclipse Plus C18, Rapid Resolution HD 2,1 × 50 mm; velikost 
částic 1,8 µm, Agilent, USA 
 termostat pro umístění kolon 
 DAD detektor: zdroj záření – deuteriová lampa (rozsah vlnových délek 
190- 640 nm), diodové pole (1 024 prvků) 
  
Použitý software ke zpracování a prezentaci dat:  
 ChemStation for LC & LC/MS Systems, ver. 32.1, Agilent, USA 
 Microsoft Office Word 2007, Microsoft, USA 
 Microsoft Office Excel 2007, Microsoft, USA. 
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 5.3  Chemické vlastnosti sledovaných látek 
 
Estron  
 
 Systematický název podle IUPAC:  
(8R,9S,13S,14S)-3-hydroxy-13-methyl-7,8,9,11,12,14,15,16-oktahydro-6H-
cyklopenta[a]fenanthren-17-on 
 
 Sumární vzorec: C18H22O2  
 
 Strukturní vzorec:  
 
 
 
Obrázek 13: Strukturní vzorec estronu [17] 
 
 Molekulová hmotnost: 270,366 08 g.mol-1 
 
 CAS: 53-16-7 
 
 Teplota tání: 260,2 °C 
 
 Teplota varu: 154 °C 
 
 Základní charakteristika: chemická sloučenina tvoří malé bílé krystaly nebo je ve 
formě bílého až krémově bílého prášku, bez zápachu. Je stabilní na vzduchu, špatně 
rozpustná ve vodě, zatímco v organických rozpouštědlech je dobře rozpustná. 
 
 
Estriol 
 
 Systematický název podle IUPAC:  
(8R,9S,13S,14S,16R,17R)-13-methyl-6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dekahydrocyklopenta[a]fenanthren-3,16,17-triol 
 
 Sumární vzorec: C18H24O3 
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 Strukturní vzorec:  
 
 
Obrázek 14: strukturní vzorec estriolu [17] 
 
 Molekulová hmotnost: 288,381 36 g.mol-1 
 
 CAS: 50-27-1 
 
 Teplota tání: 288 °C 
 
 Charakteristika: Jedná se o bílý prášek bez zápachu. Špatně rozpustný ve vodě, dobře 
rozpustný v organických rozpouštědlech. 
  
 5.4 Sledovaná matrice 
 Sledovanou matricí byla odpadní voda z čistírny odpadních vod (ČOV) situované v areálu 
Veterinární a farmaceutické univerzity Brno. Za účelem pozorování účinnosti biologického 
čištění v ČOV byly analyzovány vzorky na přítoku i odtoku ČOV. 
 
 5.5 Pracovní postup pro stanovení vybraných hormonů v odpadní vodě 
 5.5.1. Odběr vzorků 
 Odebrané množství vzorků vody bylo uchováno v tmavých skleněných lahvích o objemu 
1 litr. Pokud nebyly vzorky ihned zpracovány, tak byly lahve umístěny v chladicích 
zařízeních s teplotou do 4 °C, kde mohly být umístěny nejdéle 24 hodin. 
 
Čistírna odpadních vod (ČOV) - areál Veterinární a farmaceutické univerzity Brno 
Odběr - v 7:00 ráno 
Vzorkovnice - tmavé skleněné láhve 
Množství - 1 l 
Vzorky - skladovány v lednici při teplotě 4 °C 
 5.5.2  Příprava standardů 
 Za vhodné rozpouštědlo pro přípravu standardů byla zvolena směs acetonitrilu s vodou 
v poměru 55:45. Koncentrace zásobního roztoku byla 1 000 μg.ml-1 sledovaných analytů 
(estron a estriol). Kalibrační přímka byla šestibodová, v koncentračním rozmezí 50 až 
1 000 μg.ml-1. Smícháním a postupným ředěním byla připravena kalibrační řada  
o koncentracích 50, 100, 500, 750 a 1 000 μg.ml-1.  
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 5.5.3 Extrakce analytů z matrice vzorku pomocí SPE 
 Odebrané vzorky odpadní vody byly po transportu do laboratoře přefiltrovány pomocí 
filtračních zařízení, abychom se zbavili hrubých nečistot. První filtrace byla prováděna 
pomocí Büchnerovy nálevky přes obyčejný papír a následně i přes filtrační papír  
(Obrázek 15: Filtrace pomocí Büchnerovy nálevky); druhá filtrace byla prováděna pomocí 
speciálního skleněného filtračního zařízení přes skleněné filtry (Obrázek 16: Filtrace přes 
skleněný filtr Po filtraci následovala extrakce tuhou fází (SPE), pro kterou byly vesměs 
použity extrakční kolonky Oasis HLB 60 mg. Podmínky pro SPE jsou prezentovány v tabulce 
1: Podmínky pro SPE.  
 
 
Obrázek 15: Filtrace pomocí Büchnerovy nálevky 
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Obrázek 16: Filtrace přes skleněný filtr 
 
Tabulka 1: Podmínky pro SPE 
 
SPE 
Typ kolonky: OASIS HLB 60 mg 
Kondicionace: 
6 ml CH3OH 
4 ml Milli-Q vody 
Vzorek: 200 ml 
Promytí a odstranění interferujících 
látek: 
3 ml Milli-Q vody 
Sušení: 15 minut 
Eluce: 8 ml CH3OH 
Rozpuštění analytu: 1 ml ACN:Milli-Q voda (55:45) 
  
 SPE kolonky byly před extrakcí aktivovány pomocí roztoku, který vznikl smícháním 6 ml 
CH3OH a 4 ml Milli-Q vody. Po kondicionaci kolonek byl na kolonky kvantitativně převeden 
pomocí přikapávání z kádinky vzorek analyzované vody. Rychlost SPE byly nastavena tak, 
aby analyzovaný vzorek odpadní vody kapal z kolonky rychlostí cca 1 kapka za sekundu. 
Sorbent byl potom promyt 3 ml Milli-Q vody. Po promytí se ponechal sorbent 15 minut 
vysušit proudem vzduchu. Po uplynutí 15 minut byl sorbent eluován pomocí 8 ml methanolu 
do vysokých vialek. Na odpaření eluátu byla použita odparka a zbytek neodpařeného eluátu 
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byl pomocí dusíku ve vysokých vialkách vysušen do sucha. Odparek byl rozpuštěn v 1 ml 
směsi ACN:Milli-Q voda (55:45). Zakoncentrovaný extrakt byl pomocí stříkačkových filtrů 
přefiltrován do vialek. Takto připravené vialky jsou vhodné pro finální analýzu prováděnou 
na UHPLC. 
 
 
Obrázek 17: SPE extrakce (aplikace vzorků vody) 
 
 
 
Obrázek 18: Eluce sorbentu pomocí methanolu 
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Obrázek 19: Odpaření methanolu pomocí rotační vakuové odparky 
 
 
 
 
Obrázek 20: Dosušení eluátu pomocí dusíku 
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 5.5.4 Finální analýza 
 Analýza standardů vybraných hormonů byla provedena metodou ultra-vysokoúčinné 
kapalinové chromatografie (UHPLC) Agilent 1 290 Infinity s DAD detektorem. Stanovení 
bylo prováděno na chromatografické koloně Agilent SBC 18, přičemž pro detekci hormonů 
obsažených v extraktu ze vzorků byl použit detektor s diodovým polem (DAD). Pro analýzu 
hormonů na UHPLC byla vytvořena metoda pro izokratickou eluci analytů. Nastavené 
chromatografické podmínky jsou uvedeny v tabulce 2: Podmínky prováděné analýzy. 
 
Tabulka 2: Podmínky prováděné analýzy 
 
HPLC 
Mobilní fáze: 
A: Milli-Q voda 
B: acetonitril 
Poměr mobilních fází: 50 % A: 50 % B 
Průtok mobilní fáze: 0,3 ml.min
-1 
Nástřik: 2 μl 
Teplota kolony: 30 °C 
Nastavení mobilní fáze: Izokraticky 
Vlnové délky: 
210 nm 
245 nm 
Celková délka analýzy: 5 min 
 
 Kvalitativní hodnocení, tj. identifikace analytu, se pro sledované analyty při daných 
chromatografických podmínkách provádělo porovnáním retenčních časů standardu a vzorku, 
pro kvantitativní stanovení se používala hodnota plochy píku po integraci, která se prováděla 
v offline softwaru. 
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Obrázek 21: Přístroj UHPLC Agilent 1290 Infinity 
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6 Výsledky a diskuze 
 6.1  Optimalizace chromatografických podmínek analýzy 
 Podmínky pro chromatografickou analýzu vybraných látek byly optimalizovány pomocí 
roztoků standardů vybraných steroidních hormonů (estron, estriol) o koncentraci 1 000 µg/ml.  
 6.1.1 Optimalizace teploty kolony 
 Při optimalizaci podmínek měření bylo vyzkoušeno pět různých teplot kolony Agilent 
SBC 18, a to v rozmezí od 15 °C do 35 °C. Proměřovaly se teploty 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C 
a 35 °C. Při změně teploty kolony docházelo k  posunu retenčních časů sledovaných 
standardů. Změnou teploty kolony docházelo i k rozmývání píků. Pro další stanovení 
vybraných standardů a analýzu vzorků odpadní vody byla vybrána kolona s teplotou 30 °C. 
Vybraná teplota nejvíce splňovala požadavky pro optimalizaci teploty; znamenalo to, že píky 
nejméně chvostovaly nebo frontovaly, měly dobrou odezvu a doba analýzy byla co nejkratší.  
 6.1.2 Optimalizace podmínek UV-VIS detekce 
 V rámci optimalizace metody byly vyzkoušeny dvě různé vlnové délky. Jednalo se  
o 210 nm a 245 nm. Při vlnové délce 245 nm byly po analýze píky široké a nízké a díky tomu 
docházelo ke zkreslení výsledků analýzy. Pro měření analytů byla proto použita vlnová délka 
210 nm, protože při její aplikaci byly získány píky úzké, ostré a vykazovaly dobrou odezvu. 
 
 
 
Obrázek 22: Spektrum estronu 
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Obrázek 23: Spektrum estriolu 
 
 
Obrázek 24: Chromatogram estronu o koncentraci 1 000 µg/ml při vlnové délce 210 nm 
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 6.1.3 Optimalizace poměru složek mobilní fáze 
 Při optimalizaci byly ověřovány také různé poměry mobilních fází. Jako mobilní fáze byla 
použita Milli-Q voda s  acetonitrilem (ACN). Byly použity tyto poměry mobilních fází:  
40 % Milli-Q voda: 60 % ACN, 45 % Milli-Q voda:55 % ACN a 50 % Milli-Q 
voda:50 % ACN. Vzhledem ke snižování procentového zastoupení organické fáze docházelo 
k posunu retenčních časů. Nečistoty z odpadní vody se pomocí UHPLC analyzují maximálně  
do 1 minuty, a proto byl pro chromatografii vybrán poměr mobilních fází 50 % Milli-Q 
voda: 50 % ACN. 
 6.2  Stanovení výtěžnosti SPE 
 Výtěžnost byla stanovena pomocí Milli-Q vody s přídavkem 1 ml standardů estronu  
a estriolu o koncentraci 1 000 µg/ml. Výtěžnost byla sledována v objemu cca 200 ml.  
 Výtěžnost metody SPE byla vyhodnocena pomocí předem sestrojených kalibračních 
přímek. Kalibrační přímka byla sestrojena jako závislost plochy píku sledovaného analytu na 
jeho koncentraci pomocí programu MS Excel. 
 Pro sestrojení kalibračních přímek jednotlivých analytů bylo připraveno šest roztoků 
standardů estronu a estriolu o koncentracích 50, 100, 500, 750 a 1 000 μg.ml-1. Připravené 
roztoky standardů byly analyzovány pomocí metody UHPLC. 
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Obrázek 25: Chromatogram estronu o koncentraci 1 000 µg/ml při vlnové délce 245 nm 
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Obrázek 26: Chromatogram Milli-Q vody s 1 ml standardu estronu a estriolu o koncentraci 
1 000 µg/ml pro stanovení výtěžnosti SPE 
 
6.2.1 Výtěžnost estronu 
  Výtěžnost SPE byla vyhodnocena pomocí kalibrační přímky estronu. Rovnice regrese byla 
xy  01,14 . Hodnota koeficientu spolehlivosti byla 998,02 R . Výtěžnost byla vypočítána 
z průměrné hodnoty výtěžnosti z pěti paralelních měření.  
 
 
Obrázek 27: Kalibrační přímka estronu 
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Tabulka 3: Výtěžnost estronu pomocí SPE extrakce 
 
Číslo vzorku 
Původní koncentrace 
(µg/ml) 
Výsledná koncentrace 
(µg/ml) 
Výtěžnost (%) 
1 1 000 715,6 71,56 
2 1 000 678,3 67,83 
3 1 000 726,5 72,65 
4 1 000 684,3 68,43 
5 1 000 693,2 69,32 
Průměr  699,6 69,96 
 
 Pro estron byla výtěžnost stanovena v rozmezí 67,83 až 72,65  %. Průměrná výtěžnost byla 
69,96 % a průměrná výsledná koncentrace byla 699, 6 µg/ml.  
 Jednotlivé hodnoty jsou rozptýleny okolo průměru a tento rozptyl je stanoven pomocí 
směrodatné odchylky, která se vypočítá pomocí funkce SMODCH v programu MS Excel. 
Relativní směrodatná odchylka byla vypočítána podle vztahu: 
  
100
x
Sr
RSD  (1) 
kde Sr je směrodatná odchylka a x je průměr.  
 Směrodatná odchylka měla hodnotu 18,50 µg/ml a hodnota relativní směrodatné odchylky 
byla 2,644 µg/ml. 
 Kromě toho byla vypočtena mez detekce a mez stanovitelnosti. Mezí detekce se rozumí 
koncentrace, pro kterou je analytický signál statisticky významně odlišný od šumu. Mez 
stanovitelnosti potom odpovídá koncentraci, při které je přesnost stanovení taková, že 
dovoluje získat kvantitativní vyhodnocení [30]. 
 Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) lze vypočítat podle vztahů: 
 
                                                             
k
s
LOD a


3
  (2) 
k
s
LOQ a


10
 (3) 
 
kde as  je směrodatná odchylka koeficientu lineární závislosti xbay   a k  je směrnice 
kalibrační křivky [30]. 
 Mez detekce estronu byla stanovena na 3,961 ng/l a mez stanovitelnosti na 13,20 ng/l. 
6.2.2 Výtěžnost estriolu 
  Výtěžnost SPE byla vyhodnocena pomocí kalibrační přímky estriolu. Rovnice regrese 
byla xy  79,12 . Hodnota koeficientu spolehlivosti byla 995,02 R . Výtěžnost byla 
vypočítána z průměrné hodnoty výtěžnosti z pěti paralelních měření.  
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Obrázek 28: Kalibrační přímka estriolu 
 
Tabulka 4: Výtěžnost estriolu pomocí SPE extrakce 
 
Číslo vzorku 
Původní koncentrace 
(µg/ml) 
Výsledná koncentrace 
(µg/ml) 
Výtěžnost (%) 
1 1 000 979,1 97,91 
2 1 000 957,4 95,74 
3 1 000 972,2 97,22 
4 1 000 950,3 95,03 
5 1 000 959,4 95,94 
Průměr  963,7 96,37 
  
 Pro estriol byla výtěžnost stanovena v rozmezí 95,03 až 97,91 %. Průměrná výtěžnost byla 
96,37 % a průměrná výsledná koncentrace byla na 963,7 µg/ml.  
 Vypočtená směrodatná odchylka byla 10,48 µg/ml a hodnota relativní směrodatné 
odchylky byla 1,087 µg/ml. 
 Mez detekce estronu byla na 2,456 ng/l a mez stanovitelnosti na 8,188 ng/l. 
 6.3   Stanovení retenčního času analytů  
 Retenční časy byly zjišťovány u standardů estrogenů, které byly sledovány v odpadní 
vodě, a to u estronu a estriolu pomocí metody UHPLC. Z chromatogramů získaných po 
jednotlivých analýzách, které jsou prezentovány na obrázku 29: Chromatogam estronu o 
koncentraci 1 000 µg/ml a na obrázku 30: Chromatogram estriolu o koncentraci 1 000 µg/ml, 
bylo možné určit retenční časy stanovovaných látek. Retenční čas estronu byl 3,082 min a 
retenční čas estriolu 0,958 min.  
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Obrázek 29: Chromatogram estronu o koncentraci 1 000 μg.ml-1 
 
 
Obrázek 30: Chromatogram estriolu o koncentraci 1 000 μg.ml-1 
 6.4  Matriční efekt 
 Matriční efekt byl zjišťován tak, že do odpadní vody byl přidán 1 ml standardů estronu  
a estriolu. Analýza byla prováděna pomocí UHPLC jak pro přítok, tak také pro odtok. Pro 
získání správných výsledků bylo změřeno šest paralelních vzorků.  
 Hodnota matričního efektu byla získána výpočtem, a to jako podíl plochy píku standardu u 
reálného vzorku (ovlivněno matricí) a plochy píku kontaminované Milli-Q vody podle 
vzorce: 
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 Pokud je hodnota matričního efektu (ME) rovna 100 %, žádný matriční efekt nebyl 
prokázán. Pokud je hodnota ME v rozmezí od 75 do 100 %, jedná se o nízký vliv matrice. 
Střední efekt matrice má hodnoty v rozmezí 60 do 75 % [31]. 
 
Tabulka 5: Matriční efekt (hodnoty přepočítány podle výsledku procentové výtěžnosti SPE) 
 
Číslo měření 
Matriční efekt (%) 
Estron Estriol 
Přítok Odtok Přítok Odtok 
1 111,8 101,4 107,6 102,7 
2 100,5 107,3 108,8 102,2 
3 104,2 101,2 108,1 100,9 
4 108,2 107,1 106,8 105,7 
5 107,0 101,3 111,2 101,8 
6 105,1 111,5 107,2 102,9 
Průměr 106,1 105,0 108,3 102,7 
Směrodatná odchylka 3,504 3,660 1,340 1,380 
 
 Vypočítané hodnoty matričního efektu pro standardy se pohybovaly nad hodnotou 100 % 
(viz Tabulka 5: Matriční efekt). Průměrné hodnoty matričních efektů byly pro estron 106,1 % 
na přítoku a 105,0 % na odtoku, pro estriol na přítoku 108,3 % a na odtoku 102,7 %. Protože 
vypočtené hodnoty matričního efektu byly vyšší než 100 %, lze usuzovat na to, že matriční 
efekt nebyl prokázán.   
 6.5 Stanovení hormonů v reálných vzorcích odpadní vody 
 Koncentrace estronu a estriolu byla sledována v reálných vzorcích odpadní vody po dobu 
5 dnů, a to na přítoku i na odtoku ČOV v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno. 
Reálné vzorky odpadní vody byly odebírány ve dnech 25. 4. až 29. 4. 2016. Vzorky byly 
přečištěny od hrubých nečistot. Z každého vzorku byly připraveny dva paralelní vzorky  
o objemu 200 ml a byly izolovány a následně zakoncentrovány metodou SPE; stanovení bylo 
prováděno optimalizovanou metodou UHPLC.  
 Příklady chromatogramů reálných vzorků odpadní vody jsou prezentovány na obrázku 31: 
Chromatogram reálného vzorku odpadní vody na přítoku ze dne 25. 4. 2016 a na obrázku 32: 
Chromatogram reálného vzorku odpadní vody na odtoku ze dne 25. 4. 2016.  
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Obrázek 31: Chromatogram reálného vzorku odpadní vody na přítoku ze dne 25. 4. 2016 
 
 
Obrázek 32: Chromatogram reálného vzorku odpadní vody na odtoku ze dne 25. 4. 2016 
 6.5.1 Stanovení estronu 
 V odpadní vodě byla koncentrace estronu vypočtena pomocí kalibrační přímky 
xy  01,14  s 998,02 R . Tyto hodnoty koncentrací estronu jsou uvedeny v tabulce 6: 
Koncentrace estronu v reálných vzorcích odpadní vody z ČOV VFU Brno (hodnoty 
přepočítány na procentovou výtěžnost SPE). V tabulce jsou dvě paralelně stanovené 
koncentrace vzorků a jejich průměrná hodnota. U estronu byla koncentrace na odtoku pod 
mezí detekce dne 27. 4. 2016. Ve stejný den byla vzorkována i voda na přítoku. Průměrné 
hodnoty koncentrace estronu na přítoku se pohybovaly v rozmezí 25,00 až 282,1 ng/l. Na 
odtoku byly koncentrace estronu nižší a byly stanoveny v rozmezí od 4,376 do 47,42 ng/l. Na 
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podkladě získaných výsledků lze konstatovat, že v ČOV dochází k částečné eliminaci estronu 
v odpadní vodě. 
 Průměrné koncentrace estronu na přítoku a odtoku jsou uvedeny v tabulce 7: Průměrné 
koncentrace estronu a odstraněné množství estronu v reálných vzorcích odpadní vody z ČOV 
VFU Brno. Na přítoku byla průměrná koncentrace 119,9 ng/l a na odtoku 16,43 ng/l. 
Účinnost čistícího procesu ČOV v areálu VFU Brno byla v průměru 85,29 %. 
 
Tabulka 6: Koncentrace estronu v reálných vzorcích odpadní vody z ČOV VFU Brno 
(hodnoty přepočítány na procentovou výtěžnost SPE) 
 
Datum  c1 (ng/l) c2 (ng/l) cprůměr (ng/l) 
25.4. 
Přítok 282,2 282,0 282,1 
Odtok 47,52 47,32 47,42 
26.4. 
Přítok 25,00 25,01 25,00 
Odtok 6,845 6,321 6,583 
27.4. 
Přítok 143,0 142,6 142,8 
Odtok < LOD < LOD < LOD 
28.4. 
Přítok 75,86 75,03 75,45 
Odtok 4,190 4,561 4,376 
29.4. 
Přítok 73,91 74,06 73,99 
Odtok 7,160 7,481 7,321 
 
Tabulka 7: Průměrné koncentrace estronu a odstraněné množství estronu v reálných 
vzorcích odpadní vody z ČOV VFU Brno 
 
Datum Přítok (ng/l) Odtok (ng/l) Rozdíl (ng/l) Odstraněno (%) 
25. 4. 282,1 47,42 234,7 83,19 
26. 4. 25,00 6,583 18,42 73,67 
27. 4. 142,8 < LOD 142,8 – (< LOD) Nelze přesně určit 
28. 4. 75,45 4,376 71,07 94,20 
29. 4. 73,99 7,321 66,67 90,11 
Průměr 119,9 16,43 97,72 85,29 
 
 6.5.2 Stanovení estriolu 
 V odpadní vodě byla koncentrace estriolu vypočtena pomocí kalibrační přímky 
xy  79,12  s 995,02 R . Koncentrace estriolu jsou prezentovány v tabulce 8: Koncentrace 
estriolu v reálných vzorcích odpadní vody z ČOV VFU Brno (hodnoty přepočítány podle 
procentové výtěžnosti SPE). 
Tabulka 8: Koncentrace estriolu v reálných vzorcích odpadní vody z ČOV VFU Brno 
(hodnoty přepočítány podle procentové výtěžnosti SPE) Jsou zde uvedeny dvě paralelně 
stanovené koncentrace a jejich průměrná hodnota. Koncentrace na přítoku byla v rozmezí 
155,9 až 1 150 ng/l. Na odtoku byly koncentrace estriolu nižší a byly stanoveny v rozmezí od 
35,26 do 100,5 ng/l. Na podkladě získaných výsledků lze konstatovat, že v ČOV dochází 
k částečné eliminaci tohoto analytu v odpadní vodě. 
 Průměrné koncentrace estriolu na přítoku a odtoku jsou uvedeny v tabulce 9: Průměrné 
koncentrace estriolu a odstraněné množství estriolu v reálných vzorcích z ČOV VFU Brno. 
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Na přítoku byla průměrná koncentrace 607,1 ng/l a na odtoku na 52,46 ng/l. Účinnost 
čistícího procesu ČOV v areálu VFU Brno byla pro tento analyt 86,04 %. 
Tabulka 8: Koncentrace estriolu v reálných vzorcích odpadní vody z ČOV VFU Brno 
(hodnoty přepočítány podle procentové výtěžnosti SPE) 
 
Datum  c1 (ng/l) c2 (ng/l) cprůměr (ng/l) 
25.4. 
Přítok 155,7 156,0 155,9 
Odtok 52,88 52,47 52,68 
26.4. 
Přítok 485,4 485,63 485,5 
Odtok 100,7 100,2 100,5 
27.4. 
Přítok 588,5 588,4 588,5 
Odtok 35,14 35,37 35,26 
28.4. 
Přítok 1 150 1 150 1 150 
Odtok 41,22 41,01 41,12 
29.4. 
Přítok 656,2 654,8 655,5 
Odtok 37,91 37,59 37,75 
 
Tabulka 9: Průměrné koncentrace estriolu a odstraněné množství estriolu v reálných 
vzorcích odpadní vody z ČOV VFU Brno 
 
Datum Přítok (ng/l) Odtok (ng/l) Rozdíl (ng/l) Odstraněno (%) 
25. 4. 155,9 52,68 103,2 66,21 
26. 4. 485,5 100,5 385,0 79,30 
27. 4. 588,5 35,26 553,2 94,01 
28. 4. 1 150 41,12 1 108 96,42 
29. 4. 655,5 37,75 617,8 94,24 
Průměr 607,1 52,46 533,6 86,04 
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 7 Závěr  
 Předmětem předložené bakalářské práce bylo stanovení hormonů v odpadních vodách. Na 
podkladě získaných výsledků lze konstatovat, že všechny cíle bakalářské práce byly splněny. 
Hormony byly analyzovány pomocí ultra-vysokoúčinné kapalinové chromatografie s DAD 
detektorem. Sledovanými analyty byly ženské pohlavní hormony ze skupiny estrogenů, a to 
estron a estriol. 
 Do teoretické části byla zpracována literární rešerše, která obsahuje nejen základní 
poznatky o hormonech, ale také teoretické aspekty preanalytických a analytických metod. 
Tato problematika byla řešena proto, že se v odpadních vodách neustále zvyšuje koncentrace 
hormonů a tato koncentrace nepříznivě ovlivňuje některé organismy. Zvýšená koncentrace 
hormonů ve vodním prostředí může mít za následek feminizaci samců u některých organismů. 
 Na základě zjištěných informací z literární rešerše byla provedena experimentální část. 
K izolaci sledovaných analytů byla použita metoda extrakce tuhou fází (SPE). U SPE byla 
stanovena výtěžnost tohoto preanalytického procesu, jejíž hodnota u estronu byla 69,96 %  
a u estriolu 96,34 %. Pro finální analýzu byla vypracována optimální metoda ultra-
vysokoúčinné kapalinové chromatografie (UHPLC), a to jak pro identifikaci, tak také pro  
kvantifikaci analytů. Pro sledované analyty byly vypočteny meze detekce a meze 
stanovitelnosti.  
 Reálné vzorky odpadní vody byly z důvodu předpokládaných koncentrací odebírány  
z  ČOV situované v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity Brno. Oba estrogeny byly 
v odpadní vodě z ČOV VFU Brno detekovány. Pouze na odtoku z ČOV ze dne 27. 4. 2016 
nebyl jeden z analytů detekován, jednalo se o estron; jeho hodnota byla pravděpodobně pod 
mezí detekce použité metody.  Průměrná koncentrace estronu na přítoku byla 119,9 ng/l a na 
odtoku 16,43 ng/l. Průměrná účinnost odstranění estronu byla 85,29 %. Estriol měl 
v porovnání s estronem na přítoku i na odtoku vyšší koncentraci. Na přítoku byla prokázána 
koncentrace 607,1 ng/l, na odtoku se jeho koncentrace snížila na 52,46 ng/l. Průměrná 
úspěšnost odstranění estriolu z odpadní vody byla 86,04 %. 
 Výsledky získané při řešení bakalářské práce prokázaly, že hormonální látky zůstávají 
v odpadní vodě i po provedeném čisticím procesu v ČOV, kde dochází k biologickému 
čištění. Na podkladě tohoto stanovení můžeme konstatovat, že tyto analyty představují 
závažné kontaminanty životního prostředí, a to především vodního ekosystému. V ČOV se 
z odpadní vody úplně neodstraní tyto látky a jsou proto, i když ve velmi nízkých 
koncentracích vypouštěny zpět do vodních toků. Estrogeny se vzhledem ke svým fyzikálním  
a chemickým vlastnostem mohou kumulovat nejen v sedimentu, ale také v ostatních 
biotických a abiotických složkách vodního ekosystému. Estrogeny mohou svojí přítomností 
významně ovlivňovat vodní organismy a bylo již publikováno, že dokonce může docházet 
k feminizaci samců u vodních živočichů. 
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9 Seznam zkratek  
ACN acetonitril 
CH3OH methanol 
ČOV čistírna odpadních vod 
DAD detektor diodového pole 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
GC plynová chromatografie 
GC/MS plynová chromatografie s hmotnostní spektrometrií 
GHRH  somatoliberiny 
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
HPLC/MS vysokoúčinná kapalinové chromatografie 
       s hmotnostní spektrometrií 
HRT hormonální substituční léčba 
K
+
 draselné ionty 
LOD mez detekce 
LOQ mez stanovitelnosti 
Milli-Q deionizovaná voda 
MS hmotnostní spektrometrie 
MS/MS tandemová hmotnostní spektrometrie 
Na
+ sodné ionty 
PC vyhodnocovací zařízení; personální počítač 
PDA detektory diodového pole 
RSD relativní směrodatná odchylka 
SPE extrakce pevnou fází 
SRIF somatostatin 
UHPLC ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
UV ultrafialové záření 
UV-VIS záření v ultrafialové oblasti  
VFU Veterinární a farmaceutická univerzita Brno 
 
